N

-2

CzZ 279 790 B6

£

PATENTOVY SPIS

CESKA (21) &tsio prinlasky: 33 64-91

REPUBLIKA

(19)

{22) prinlaseno: 07. 11, 91

(30) pravo prednostt: | N
08.11.90 CH 90/03550

(40) zvetejnéno: 13. 05. 92

(47) udéleno: 25. 04. 95

URAD

PRUMYSLOVEHO
VLASTNICTVI

(24) Oznameno udélen ve Véstniku: 14, 06, 95

(11) &islo dokumentu:

279 790

( 13) Druh dokumentu: 36

(51) mt. a5 ,
Cl2P 17/14
Cl2 N 1/21
CO07D 241/18
C07D 241/12

(73)

(72)

Majitel patentu:
LONZA A.G. Gampel/Wallis (Dir.:Basel),
Basel, CH;

Plivodce vynalezu:

Kiener Andreas dr., Visp, CH;
Heinzmann Klaus, Visperterminen, CH;
Bokel Michael dr., Visp, CH;

(54)

(67)

Nazev vynélezu:

Mikroorganismus Agrobacterium sp.
DSM6136 a mikrobiologicky zptisob
vyroby hydroxylovanych derivéti
pyrazinu

Anotace:

Mikroorganismy Agrobacterium sp. DSM 6136,
které jsou schopné rist s pyrazinem jako jedi-
nym zdrojem uhliku, dusiku a energle. Déle je
popsén zptisob vyroby hydroxylovanych derivé-
ti pyrazinu pomoci mikroorganismu rodu Agro-
bacterium. Tyto mikroorganismy hydroxyluji
derivaty pyrazinu obecného vzorce I za vzniku
hydroxylovanych derivatd pyrazinu obecného
vzorce II. Vzniklé produkty se akumuluji v
rastovém mediu. Dale je uveden 6-ethyl-2-
hydroxypyrazin.



CZ 279790 B6

Mikroorganismus Agrobacterium sp. DSM 6136 a mikrobiologicky
zpusob vyroby hydroxylovanych derivatud pyrazinu

Oblast techniky

Vynédlez se tykd& novych mikroorganismi, které rostou s pyra-
zinem a hydroxyluji derivaty pyrazinu obecného vzorce I

=z
j/ ®
X

kde R, znamena atom vodiku nebo atom halogenu a R, a Ry Jsou
shodné nebo rozdilné skupiny a znamenaji atom vodiku nebo Cq=Cy-
-alkylovou skupinu, avsak Ry, R, a Ry neznamenaji soucasné atom
vodiku. Vyndlez se ddle tykd zplUsobu vyroby hydroxylovanych deri-

vatl pyrazinu.

Dosavadni stav techniky

Hydroxylované derivaty pyrazinu 3jsou napriklad dulezitymi
meziprodukty pri vyrobé methoxyalkylpyrazini. Methoxyalkylpyrazi-
ny Jjsou zadkladni slozZkou aromatickych léatek (Maga a Sizer, J.
Agric. Food Chem., 21, 1973, str. 22 az 30).

Dosud jsou zndmé pouze chemické zplsoby vyroby hydroxylova-
nych pyrazinu, jako napriklad zplUsob popsany Karmasem a Spoerrim
v J. Amer. Chem. Soc., 74, 1952, str. 1580 aZ 1584. Podle tohoto
zpusobu se syntetizuje napriklad 2-hydroxy-5-methylpyrazin,
vychdzi se z methylglyoxalu a glycinamidhydrochloridu. Nevyhodou
tohoto zpusobu je vsak to, Ze Jje produkt silné znecistén.

Dédle Jjsou popsény vyzkumy, Kkteré se tykaji biologického
odbourédni 2-hydroxypyrazinu Vv Matley a Harle, Biochem. Soc.
Trans, 4, 1976, str. 492 az 493.

Neni znédm biotechnologicky zpusob vyroby polohove specificky
hydroxylovanych derivatd pyrazinu, kdy se vychédzi ze substituova-
nych derivdtd pyrazinu a mikroorganismi, které rostou s pyrazi-
nem.

Podstata vynalezu

Ulohou predlozeného vynadlezu je nalézt nové mikroorganismy,
které ekonomicky a _ Jjednoduse polohové specificky hydroxyluji
derivaty pyrazinu biotechnologickym zplUsobem, pricemZ derivaty
pyrazinu jsou predstavovany obecnym vzorcem I. Dal&i udlohou vyna-
lezu Jje nalézt biotechnologicky =zpUsob vyroby hydroxylovanych
derivatld pyrazinu.

Uloha je reSena pomoci mikroorganismi podle patentového
nadroku 1 a pomoci zpusobu vyroby hydroxylovanych derivata pyrazi-
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nu podle patentového naroku 3. Tyto mikroorganismy jsou schopné
rist s pyrazinem jako jedinym zdrojem uhliku, dusiku a energie.
Tyto mikroorganismy preménuji Jjako substrdt derivaty pyrazinu

obecného vzorce I
Z
| I o)
X

kde R; znamend atom vodiku nebo atom halogenu a R, a Rq Jsou
shodné nebo rozdilné skupiny a znamenaji atom vodiku nebo
C,-Cy-alkylovou skupinu, avsak Ry, Ry a Ry neznamenaji soucdasné

atom vodiku, na hydroxylovany derivédt pyrazinu obecného vzorce II

R, N R
n

R N~ OH

“kde Ry, R, a Ry maji shora uvedeny vyznam, pricemZ se vzniklé

slou¢eniny akumuluji v ristovém médiu.

Podle vynédlezu prichdzeji v uvahu vSechny mikroorganisny,
Které vyuzivaji pyrazin jako jediny zdroj uhliku, dusiku a ener-
gie a Které se béznymi mikrobiologickymi technikami oddéluji
napriklad z prsti, pidnich vzorkl, &isticich zarizeni, mravenist
a kompostu.

Vhodné 1lze pouzZit vsSechny gram-positivni a gram-negativni
mikroorganismy, které odbourdvaji pyrazin a které hydroxyluji
jako substrat derivat pyrazinu obecného vzorce I za vzniku hydro-
xylovaného derivatu pyrazinu obecného vzorce II a ten akumuluji
v ristovém médiu.

Vyhodnym mikroorganismem je Agrobacterium radiobacter DRS
3 s ¢&. DSM 6136, ktery je dale na zadkladé podrobnych identifikac-
nich dat oznacovdn jako mikroorganismus Agrobacterium sp. ¢. DSM
6136. Tento mikroorganismus byl uloZen 7. 9. 1990 u Némecké sbir-
ky mikroorganismi (DSM) a bunécnych Xkultur GmbH, Mascherodeweg
1b, 3300 Braunschweig/NSR.

Védécky popis Agrobacterium sp. (&. DSM 6136)

bunécna forma ty&inky ADH -
Sirka. pm . 0,6 az 0,8
délka um 1,5 az 3,0 LDC -
pohyblivost + oDC -
gram-reakce ‘ - ONPG +
lyze 3% KOH +
aminopeptidaza (Cerny) + VP -
spory - indol -
oxidéaza + NO, z NOj4 +



katalaza
rast

anaerobni

37/41 °C

pPH 5,6
Mac~Conkey-agar
SS-agar
cetrimid-agar
2% NacCl

pigmenty
nedifundujici
difundujici
fluoreskujici
pyokyanin

kyselina z (OF-test)
glukézy aerobné
glukdézy anaerobné

plyn z glukézy

kyselina z (ASS)
glukozy
fruktézy
xylézy
ethanolu
m-erythritolu
melecitézy
arabindzy
sacharézy
celobidzy
trehaldzy
rhamndzy
dulcitu
sorbitu
glycerolu
malondtu
fenylacetatu
suberdtu
sebakindtu
m-tartratu
L-arabinézy
fruktdzy
glukézy
mannézy
maltédzy
xyldzy
fukézy
mannitu .
2-ketoglukonatu
N-acetylglukosaminu
L-asparatu
L-serinu
L-glutamdtu
L-histidinu

CZ 278790 B6

I T S T B

S S S SIS SR T S S S S S

dentifrikace
fenylalanindesa-
mindza

lecitinaza
ureaza
Simmon-citrat
malondt
ketolaktdéza

hydrolyza
skrobu
zelatiny
kaseinu
DNA
tween 80
eskulinu

odbourédni tyrosinu

alkalizace
lakmusového mléka

potreba rustové

latky

vyuziti substratu
acetat
adipéat
kaprat
citrat
glykolét
laktat
levulinéat
malat

+

4+
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hydroxybutyratu -
betainu +
methylaminu -
methanolu -
ethanolu -

hlavni chinonové sloZky: ubichinon 10

Pri zpusobu vyroby hydroxylovanych derivati pyrazinu se
pomoci mikroorganismi prevede derivat pyrazinu obecného vzorce I

RZ N R1
Z
« j/ O

kde R, znamena atom vodiku nebo atom halogenu a R, a R; jsou

shodné nebo rozdilné skupiny a znamenaji atom vodiku nebo

C,-C4-alkylovou skupinu, avsak Ry, Ry a R neznamenaji soucasné

atom vodiku, na hydroxylovany derivat pyrazinu obecného vzorce II
R, N R,

=
S
Rs

N OH

kde Ry, R, a Ry maji shora uvedeny vyznam. Obohaceny produkt se

isoluje.

Vyhodné se pomoci uvedenych mikroorganismi vyrédbéji hydroxy-
lované derivéty pyrazinu, kde R znamend atom vodiku nebo atom
chloru a R, a Ry jsou stejné nebo rozdilné skupiny a znamenajil

atom vodiku, methylovou skupinu nebo ethylovou skupinu, avsak

R;, Ry, a Ry neznamenaji soucasné atom vodiku.

Takto se pomoci uvedenych mikroorganismi vyrobi novy hydro—
xylovany derivat pyrazinu, 6-ethyl-2-hydroxypyrazin.

Obvykle se nmnikroorganismy pred vlastnim postupem (reakci
substrdtu) kultivuji v médiu, které obsahuje rustovy substrit.

Rastovy substrdt pyrazin se pouzivd v mnozstvi od 0,001 az
10 % hmot. wvztazZeno na kultivaéni médium, vyhodné v mnozstvi od
0,001 az 5 % hmot. vztaZeno na kultivaéni médium.

Enzymy mikroorganismu, které odpovidaji za hydroxylaci, Jjsou
vhodné indukovény pyrazinem.

Sloucenina pouzitd k indukci miZe byt bud pritomnd béhem
reakce .derivéatu pyrazinu (substrdtu), nebo se zamezi privod této
slouc¢eniny béhem reakce. Vyhodné se zamezi privod slouceniny pou-
zivané k indukci béhem reakce derivatu pyrazinu bud ukonc¢enim
privodu, nebo odstfedénim bunék.
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Pred pridanim substratu se kultivuji bunky aZ do optické
hustoty 100 pri 650 nm, vyhodné aZ do optické hustoty od 10 do
60 pri 650 nm.

Jako Zivné médium pro mikroorganismy lze jak pro kultivaci,
tak také pro vlastni zpusob pouzZit v oboru bézZné uzivand média.
Vyhodné se pouzivd médium, jehoZz sloZeni je uvedeno v tabulce 1.
Vlastni postup potom obvykle probihd s bunkami v klidu.

Derivat pyrazinu obecného vzorce I se jako substradt maze
priddvat k bunécné suspenzi jednordzové nebo kontinudlné, s vyho-
dou tak, ze koncentrace substrdtu v kultivac¢nim médiu nepresadhne
20 % (hmot./obj.), pricéemz zkratka (hmot./obj.) znamend hmotnost
na objem. Zvlasté vyhodné nepresdhne-1i koncentrace substritu
v kultivaénim médiu 5 % (hmot./obj.).

Reakce se uUc¢elné provadi v rozmezi pH od 4 do 10, vyhodné od
6 do 8.

Obvykle se reakce provadi pri teploté od 0 do 55 °C, vyhodné
pri 20 az 40 °C.

Po reakci trvajici obvykle 5 aZ 100 hodin, se izoluji hydro-
xylované derivaty pyrazinu zndmym zpUsobem, napriklad extrakci
vhodnym organickym rozpoustédlem. Ulelné se hydroxylované deriva-
ty pyrazinu izoluji extrakci chlorovanymi organickymi rozpoustéd-
ly, jako jsou napriklad chlorované uhlovodiky nebo ethylacetét.

Priklady provedeni vyndlezu

Priklad 1
Izolace mikroorganismi metabolizujicich pyrazin

Aerobni mikroorganismy metabolizujici pyrazin se koncentruji
v A+N-médiu (Tabulka 1) s pridavkem 0,1 % hmot./obj. pyrazinu
jako jediného zdroje uhliku, dusiku a energie. Obecné postupy pro
izolaci mikroorganismi jsou nap¥iklad popsény v "G. Drews, Mikro-
biologisches Praktikum, 4. vydani, Springer Verlag, 1983".

Jako inokulum se pouziji vzorky z prsti, c¢isticich za¥izeni,
kompostu a mravenist. Koncentraty se péstuji v tfepacich bankéach
pri 30 °C. Po trojndsobném preockovdni do cerstvého média se
koncentraty rozet¥ou na stejné médium s pridavkem 16 g agaru na
litr a 1inkubuji se pri 30 °C. Po nékolikandsobném rozetreni na
agarové médium lze izolovat Cisté kultury.
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Tabulka 1: A+N-mediun

Slozeni . Koncentrace (mg/1l)
(NH,),50, - 2 000
Na,HPO, 2 000
KH,PO, , 1 000
NaCl 3 000
MgCl,.6H,0 400
CaCl,.2H,0 ' 14,5
FeCl,.6H,0 0,8
pyridoxalhydrochlorid 10.1073
riboflavin 51073
amid kyseliny nikotinové 51073
thiaminhydrochlorid 2+1073
biotin 2+1073
kyselina pantothenova 5-1073
p-aminobenzoat : 5-1073
kyselina listové 2°1073
vitamin B12 5-1073
Zns0,.7H,0 100.1073
MnCl,.4H,0 90°10"3
H,BO, 30071073
CoCl,.6H,0 200°1073
CuCl,.2H,0 10°1073
NiCl,.6H,0 2071073
Na,Mo0, . 2H,0 30°1073
EDTANa, . 2H,0 5-1073
FeS0,.7H,0 2°1073

(pH roztoku se nastavi na hodnotu 7,0)

Priklad 2
‘Preména 3-chlorpyrazinu na 3-chlor-2-hydroxypyrazin

Agrobacterium sp. (DSM-¢. 6136). Vv A+N-médiu s 0,1 %
hmot./obj. pyrazinem se péstuje ve fermentdtoru p¥i hodnoté pH
7 a pri teploté 30 °C. Potom se bunky odstredi, resuspenduji opét
v A+N-médiu a nastavi se optickd hustota 10 pri 650 nm. Tato
bunéénéd suspenze se d& do trepaci banky a smisi se s 26 mmol
3-chlorpyrazinu na litr (0,3 % hmot./obj.). Po inkubaci pri
30 °C po dobu 8 hodin na trepacim zar¥izeni se prokdie 20 mmol

©

3-chlor-2-hydroxypyrazinu na litr, coZ odpovidd 77 % vytézku.
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Priklady 3 aZz 5 se provaddéji podle prikladu 2 a jsou shrnuté
uvedeny v tabulce 2.

Poloha hydroxylové skupiny se urc¢i podle Mac Donalda JC,
Bishopa GG, Mazureka (1976), Tetrahedron 32, str. 655a d.a jejich
udaja. ’

Tabulka 2

Pii- Substrat Roncentrace ezkéni Konecny Vitézek

klad heterocyklu doba produkt (%)
v médiu (k)
$ (hmot/obj)

3 2-methylpyrazin 0,2 1 2-hydroxy-6- 50

- methylpyrazin
4 2-ethylpyrazin 0,2 24 §-ethyl-2-hydro- 20
xypyrazin
5 2,3-dinmetyl- 0,2 10 2-hydroxy-5,6- 20
pyrazin dimethylpyrazin

Prumyslovd vyvuZitelnost

Mikroorganismy lze pouzit vSude tam, kde je zapotfebi vyro-
bit hydroxylované derivaty pyrazinu. Hydroxylované derivéaty pyra-
zinu jsou napriklad dalezitymi meziprodukty pri vyrobé methoxy-
alkylpyrazini. Methoxyalkylpyraziny jsou z&kladni slozkou aroma-
tickych latek.
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PATENTOVE NAROKY

Mikroorganismus Agrobacterium sp. DSM 6136, ktery je schopny
rast s pyrazinem jako jedinym zdrojem uhliku, dusiku a ener-
gie, a Jjako substrat preménovat derivaty pyrazinu obecného
vzorce 1

Rz / NJ/R1
R; N M

kde R, znamena atom vodiku nebo atom halogenu a R, a Ry Jjsou

shodné nebo rozdilné a znamenaji atom vodiku nebo
C,-Cy-alkylovou skupinu, avsak Ry, Ry a Ry neznamenaji soucas-

né atom vodiku, na hydroxylovany derivat pyrazinu obecného
vzorce II

R, N R,

L
(I
Rs \N

kde Ry, R, a Ry maji shora uvedeny vyznam, pficemZ se vznikla
sloucenina akumuluje v rustovém médiu.

ZpUsob mikrobiologické vyroby hydroxylovanych derivath pyrazi-
nu, vyznadcuijici s e t i m, 2e se mikroorganis-
mem rodu Agrobacterium, ktery je schopny rust s pyrazinem jako

jedinym zdrojem wuhliku, dusiku a energie, prevadi jako
substrdt derivat pyrazinu obecného vzorce I

)
T
A

kde R, znamena atom vodiku nebo atom halogenu a R, a Ry jsou

shodné nebo rozdilné a znamenaji atom vodiku nebo
C,-Cy-alkylovou skupinu, avsak R;, R, a Ry neznamenaji soucas-

né atom vodiku, na hydroxylovany derivat pyrazinu obecného

vzorce II

R, N R,

-
Co -
X

Rs N~ SOH
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kde Ry, Ry, a Ry majl shora uvedeny vyznam, a Ze se obohaceny

produkt izoluje.

Zpusob podle naroku 2, vy znadcuijici s e t im,
Ze se reakce provadi pomoci mikroorganismu Agrobacterium sp.
ulozZeného u DSM pod c¢islem 6136 a/nebo pomoci jeho spontdnnich
mutanti.

Zpisob podle alespon jednoho z ndrokd 2 nebo 3, vy zna-
cujici s e t im, 2Ze se uc¢inné hydroxylujici enzymy
mikroorganismu indukuji pyrazinem. -

Zpusob podle alespon jednoho z ndrokl 2 aZz 4, vyznaéau-
jici s e t i m, Ze se reakce provadi pri jednordzovém
nebo kontinudlnim priddni substrdtu tak, Ze koncentrace sub-
stratu v kultivacnim mediu nepresdhne 20 % hmot./objem.

Zpisob podle alespon jednoho z ndrokl 2 aZz 5, vy zna¢céu -
jici s e t i m, Ze se reakce provddi pri hodnoté pH od
4 do 10.

ZpUsob podle alespon jednoho z ndrokd 2 a2 6, vy znadu-
jici s e t i m, 2Ze se reakce provadi pri teplotédch od
0 do 55 °C..

6-ethyl-2-hydroxypyrazin.

Konec dokumentu
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